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Resumen

La Ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es una enfermedad autosémica dominante,

caracterizada por la pérdida de las habilidades motrices finas, y degeneracion retinal.

Existen diversos modelos reportados para estudiar a SCA7, sin embargo, suelen involucrar
el estudio de la enfermedad en otras especies, o la reprogramacion de células diferenciadas
utilizando transgenes. Estas modificaciones genéticas pueden alterar el perfil epigenético de
la enfermedad, por lo que se requiere de un método que preserve el contexto fisiologico de

SCA7.

Para ello, se propuso el uso del coctel FICB (Forskolina, ISX9, CHIR990221, e I-BET) para
reprogramar fibroblastos humanos sanos, y fibroblastos humanos con la patologia de SCA7,

hacia un fenotipo neural.

Mediante analisis morfoldgicos y la caracterizacion del perfil transcriptomico de las células
diferenciadas, se identificaron cambios asociados a la obtencion de un fenotipo neural, tales
como la expresion de los marcadores neurales clasicos TUBB3, MAP2, NEFH; como la

disminucion de genes asociados al linaje de fibroblasto (Col1ATl).

Asimismo, se identificaron factores de transcripcion diferencialmente expresados entre las
células sanas y las células SCA7 diferenciadas, lo que constituye una ventana a investigar

para dilucidar los efectos de estas vias sobre la patogénesis de SCA7.



Abstract

Spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7) is an autosomal dominant disease, characterized by

loss of fine motor skills and retinal degeneration.

There are various models reported to study SCA7, however, they usually involve the study
of the disease in other species, or the reprogramming of differentiated cells using transgenes.
These genetic modifications can alter the epigenetic profile of the disease, so a method that

preserves the physiological context of SCA7 is required.

To this end, the use of the FICB cocktail (Forskolin, ISX9, CHIR990221, and I-BET) was
proposed to reprogram healthy human fibroblasts, and human fibroblasts with SCA7

pathology, towards a neural phenotype.

Through morphological analysis and the characterization of the transcriptomic profile of the
differentiated cells, changes associated with obtaining a neural phenotype are identified, such
as the expression of the classic neural markers TUBB3, MAP2, NEFH, and the decrease in
genes associated with the fibroblast lineage (Col1Al).

Likewise, differentially expressed transcription factors are identified between healthy cells
and differentiated SCA7 cells, which constitutes a window to investigate the effects of these

pathways on SCA7 pathogenesis.



Dedicatoria

A Pay, cientifico galardonado y revisor experto.

A la familia Arredondo Robles, por su apoyo incondicional y la motivaciéon durante mi

camino académico.

A Diego, por su paciencia, amor y compaiiia.



Agradecimientos

A CONAHCYT, por el apoyo econdomico brindado para financiar este proyecto, mediante el

donativo FORDECYT-PRONACES/2472263/2020 y la beca de maestria: 830581.

Al Dr. José Manuel Hernandez Hernandez, por su guia excepcional, apoyo y mentoria

durante la realizacion de este proyecto.

A la Dra. Maria Luisa Benitez Hess, auxiliar del laboratorio 5, por toda la ayuda y las

ensefianzas.
A la Dra. Tzindilu Molina, por su apoyo con el equipo de microscopia confocal.

Al Dr. Oscar Hernandez Hernandez, el Dr. Efrain Garrido Guerrero y el Dr. Bulmaro Cisneros

Vega, por sus aportaciones y asesoria para llevar a cabo este proyecto.

Al Dr. David Valle, por su asesoria para llevar a cabo el analisis de datos de secuenciacion

de RNA.

A mi compaiero y amigo Fernando Lizarraga Saavedra, por la camaraderia y el trabajo

juntos.



Indice de contenido

L T 110 =3 o 2
JN 0113 2 Yo FUTTTTTT TR 3
) D 1T RToT: 110 ) o - PR 4
W4 216 (51631301 1S3 4 L1 1 SRR PP PP 5
INAICE A€ CONLENIAO...v.veevevereeeeeeeee e e e e e e e e s e e s e e e es et ees e e s ese e es e e esese s eseseesesesareeereressareneas 6
J N o) (SA 4 T2 1011 2 1< T 9
INAICE dE FIGUIAS ..vvvveeceeevcee ettt sttt sttt 10
INAICE A€ TADIAS ..ot e e e e e e et e e et et e es e e e et e e es et ees et eeereseesere s eseseseneesarenseneneas 14
J Ho0n (e Te 1R ToTor o ) o DT TR 15
1. Ataxia espinocerebelosa de tIPO 7......c.eevverriiiieriieiee e 15

2. ATXN7 y la formacion del complejo SAGA ..o 15

3. CaracteristiCas ClINICAS A€ SC AT wuuuuiiii it e et e e s e e seearaeens 17
4. Prevalencia de SCAT €0 IMEXICO ...cveeeuieeeeee ettt ettt e e e e e e e e e eeeeeeennnn 20
5. Modelos de eStUAIO A€ SC AT ...oouvitieiii ettt e e e et e e e e e e s e e e s e e e earaaens 21
5.1 MOAELOS COIUIATES ...t ettt ettt e e e e e e e e e e e e 21

5.2 Modelos de células madre pluripotentes inducidas (iPSCS) .......ccocevvviiiiieciieennnn. 21

A ECCEAEIILES . oo et eeeeee et e et ettt et ettt e ettt e eeeeeeeeeeeae e e eeeeeeeeee s e aseeeeeeeeentnnaeseeeeeseennnrnneeees 22
1. Conversion directa de fibroblastos a neuronas utilizando moléculas pequeiias ........... 22

2. Coctel FICB (Forskolina, ISX9, CHIR99021, I-BET) .....cccceiiiiiiiiieiie e 22
2.1 FOTSKOIIMA. ..ottt e et e e ettt e e e e e eeeeeeee st e e seeeeeseentnnnseeeeeaeenns 22

2.2 IS XD i 23

2.3 CHIROO0DZT .ottt ettt ettt ettt a e e aeees 23



23 I-BET 24

JUSHITICACION ...ttt ab e bt e s st e et e e emae e e be e e nbeesbeeenneens 25
ODJEEIVOS. 1.tttk b ettt 26
ODBJELIVO ZENETAL.....ceiiiiiiiiiii e 26
ODbJetiVOS PATICULATES ......eivviiieiiiiiee e 26
5 FT o0 (TS 1SRRI 27
IMELOAOIOZIA. ...t 28
1. Proliferacion de fibroblastos. ........ccuciiiiiiiiiiiiieieee e 28
2. Diferenciacion de fIbroblastos. ..........cveiiiiiiiiiiiiie e 28
3. Evaluacion de la expresion de marcadores. ........ocvveiivieiivieiiieesiee e siee e 28
4. Evaluacion del perfil molecular de las células neuronales inducidas. ...........cccccveeneee. 30

5. Caracterizacion el perfil transcripcional de las células inducidas a través de RNA-Seq

.......................................................................................................................................... 30
6. Analisis bioinformatico de los resultados de secuenCiaCION. .....vevveveeeeeeeeeeeeeieeeeeeennn 31
LRSI 01 12T (o - TR 32

1. Las células inducidas presentan caracteristicas morfoldgicas semejantes a las células de

TIPO MEUTAL ..ttt e e n e n e n e 32
2. Las células inducidas expresan el marcador neuronal TUBB3. ..........ccccooiiiiiniinnns 34

3. Las células diferenciadas exhiben diferencias en la expresion de marcadores neurales y

de fibroblasto, en comparacion con los fibroblastos no tratados. .........ccccceevvvveiiiieiiienns 35
4. Analisis del transcriptoma de las células inducidas mediante RNA-SEQ................... 36
4.1 Integridad de 1as MUESLIAS ......coveiviiiiiiiiiicie e 36
4.2 PCA de las muestras analizadas ............ccovieiiiiiiiiiic i 38

4.3 Perfil transcripcional de los fibroblastos controles sanos no diferenciados (CN) en

comparacion con los fibroblastos sanos diferenciados (CT)......cccooveveeiiiiiieiiciinennn. 39



4.4 Perfil transcripcional de los fibroblastos SCA7 no diferenciados (SN) en
comparacion con los fibroblastos SCA7 diferenciados (ST). ...cceevcvviiieiieiiiniieiieeen. 49

4.5 Perfil transcripcional de las células SCA7 tratadas, en comparacion con las células

controles sanos tratadas: evaluacion del impacto de la enfermedad en la diferenciacion

....................................................................................................................................... 60
DIISCUSION ...ttt b e s st et e e s ae e e b e e s mn e e b e e nnn e e s neeanneeareeanne e 69
PRISPECLIVAS ...ttt bbbt 72
CONCIUSIONES. ...ttt ettt ettt e st e et e e e ab e e be e s ab e e be e e nbeenbeeanbeeabeeenneens 73
S (e 0 1 Lo TSR UUUUR PRSPPI 74
F N 11 (1 PP PP RPN 80

1. Script para analisis de datos de RNA-Seq en RStudio .......cccoevvviiiiiinniinniciic e 80



Abreviaturas
SCA7 Ataxia espinocerebelosa de tipo 7

ATXN7 Ataxina 7

PolyQ Poliglutamina

ADCAS Ataxias cerebelosas autosomicas dominantes
ZFN Dominio de dedos de zinc

NES Seial de exporte nuclear

NLS Seifial de localizacion nuclear

SAGA Spt-Ada-GenS acetiltransferasa

TAF Factores asociados a TBP

TRRAP Proteina asociada a dominio de transformacidn/transcripcion
HAT Acetiltransferasa de histonas

DUB Desubiquitinasa

SPL Modulo de splicing

TF Factores de transcripcion

1PSC Células madre pluripotentes inducidas

trkB receptor de tropomiosina relacionado a la quinasaB
CamK cinasa calcio-modulina

CN Fibroblastos controles sanos no tratados

CT Fibroblastos controles sanos tratados

SN Fibroblastos SCA7 no tratados

ST Fibroblastos SCA7 tratados
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Introduccion

1. Ataxia espinocerebelosa de tipo 7

La ataxia espinocerebelosa de tipo 7 (SCA7) es una enfermedad neurodegenerativa,
autosomica dominante, que se origina por la expansion CAG en el gen de ataxina 7 (ATXN7),

que origina un tracto de poliglutamina (PolyQ) en la proteina que codifica [1].

SCAT7 pertenece a un grupo de ataxias cerebelosas autosdmicas dominantes conocido como
ADCAS. En general, se considera que son desordenes raros, con prevalencias de 0.3 a 2 por
100,000 nacidos vivos, que se caracterizan por atrofia del cerebelo, tallo, y degeneracion de
diversas estructuras celulares. [1, 2]. Las ADCAS se categorizan en tres tipos: las tipo I se
caracterizan por ataxia cerebelar con rasgos neurologicos variables; las tipo III presentan
ataxia cerebelar pura; y las tipo II, en donde solo se encuentra SCA7, se distinguen por la

presencia de maculopatia pigmentaria adicional [3].

2. ATXN7 y la formacion del complejo SAGA

El gen ATXN7 se expresa de forma ubicua, tanto en tejidos neurales como no neurales. Suele
expresarse en citoplasma o en el ntcleo celular, siendo la localizacion un proceso controlado
por el empalme alternativo de su pre-mRNA. De esta forma, da lugar a dos isoformas,
ATXN7a (predominantemente nuclear) y ATXN7b (predominantemente citoplasmatica).
Estas isoformas comparten un tracto de poliglutamina (PolyQ), un dominio de dedos de zinc
(ZFN), un dominio ATXN7, sitios de modificaciéon postraduccional (acetilaciones y
SUMOilaciones), sefiales de localizacion nuclear, y sefales de exporte nuclear. Se
diferencian por la extension de su dominio carboxilo terminal, siendo de 892 aminoacidos en

la isoforma a, y de 945 aminoécidos en la isoforma b (Fig. 1). [1, 4].

Sitio
PTM  NEs
Ann7a [N *l ] 1
126 171 257 341 400 508 565 705 835 892

945

ATxN7y S *I B N B g
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Fig. 1. Estructura y dominios de ATXN?7. En rosa, se sefiala el dominio PolyQ, susceptible a
cambios en el numero de repetidos CAG que le conforman. En amarillo, se muestran los dominios
conservados entre las dos isoformas: un dominio de dedos de zinc (ZNF), un dominio Cys-X9-10-

Xys-X5-Cys-X2-His (dominio ATXN7), y un dominio conservado. En rojo, se sefiala un sitio

susceptible a modificaciones postraduccionales, tales como acetilaciones y SUMOilaciones. En

morado, se sefiala un sitio de exporte nuclear (NES). En azul, se sefialan tres dominios de

localizacion nuclear (NLS). Modificado de Niewiadomska-Cimicka et al., 2019.

ATXN7a, predominantemente localizada en el nucleo, forma parte de un complejo de
coactivadores transcripcionales conocido como complejo SAGA (Spt-Ada-Gcen5

acetiltransferasa), involucrado en el proceso de remodelacion de la cromatina [2].

El complejo SAGA (Fig. 2) regula la expresion génica al interactuar con activadores unidos
a enhancers, de modo que recluta a la maquinaria transcripcional y modifica a los dominios
de cromatina proximales al promotor. Esta conformado por cinco dominios funcionales : un
centro de anclaje que incluye factores asociados a TBP (TAFs), una proteina asociada a un
dominio de transformacion/transcripcion (TRRAP), una acetiltransferasa de histonas (HAT),

una desubiquitinasa (DUB) y un moédulo de splicing (SPL) [5].

DU

SPL SUPT3H SUPT7L SUPT20H

Core]  TADA1 TAF5L TAF6L
SF3B3 TAF9B TAF10 TAF12
SF3B5 N

TRRAP

16



Fig. 2. Organizacion esquematica del complejo SAGA. En verde, se muestra el modulo de
actividad desubiquitinasa (DUB), conformado por ATXN7, ATXN7L3, ENY2, y USP22. En
amarillo, se muestra el modulo de acetiltransferasas de histonas (HAT), compuesto por KAT2A,
TADA2B, SGF29 y ADA3. En azul, se muestra el core o centro de andamiaje, compuesto por
SUPT3H, SUPY7L, SUPT20H, TADA1, TAF5L, TAF6L, TAF9B, TAF10, y TAF12. En morado, se
muestra a TBP asociado al core. En rojo, se muestra el modulo de splicing, compuesto por SF3B3 y
SF3B5. En negro, se muestra el modulo de proteina asociada a un dominio de

transformacion/transcripcion (TRRAP). Modificado de Herbst et al., 2021.

3. Caracteristicas clinicas de SCA7

El tamafio de repetidos presentes en el tracto de poliglutamina en SCA7 se asocia con la
penetrancia de la patologia. En este sentido, se considera que un alelo normal contiene entre
7 y 27 repetidos; cuando existen mas de 37 repetidos en el tracto, se considera que la

patogenia tiene una penetrancia completa (tabla 1) [6].

Tabla 1. Asociacion del tamafio de repetidos con la penetrancia de la enfermedad

Alelo Tamaifio de repetidos
Normal 7-27

Normal mutable 28-33

Patogénico. Penetrancia reducida 34-36

Patogénico. Penetrancia completa. 37-460

De forma general, la patogenia de SCA7 se caracteriza por anormalidades en la marcha, el
deterioro de las habilidades motoras finas, problemas cardiacos, anormalidades en el

movimiento ocular y tremores. Sin embargo, existe una correlacion inversa en cuanto a la
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extension del tracto de repetidos y la edad de inicio de los sintomas. Asimismo, el tamafio

del tracto se relaciona con las caracteristicas clinicas presentadas. Cuando el tamafo de

repetidos supera a 200, los sintomas inician en la infancia, y se caracterizan por pérdida

neuronal y gliosis. Cuando los repetidos se encuentran entre 59 y 200, los sintomas se

presentan antes de los 20 afos, y se caracterizan por la pérdida de la capacidad visual. Cuando

los repetidos no superan a 59, la enfermedad suele iniciar en la adultez (después de los 30

aflos), y se distingue por ataxia cerebelar, disartria y disfagia (tabla 2) [6].

Tabla 2. Asociacion del tamafio de repetidos, con la edad de inicio de los sintomas y la

descripcion clinica especifica.

Edad de inicio de los sintomas

Tamano

repetidos

de

Descripcion clinica

Infancia

200-400

Pérdida neuronal (especialmente
c€lulas de Purkinje), pérdida de
fibras mielinizadas, gliosis en el

cerebelo

Adolescencia (<30 afios)

59<

Pérdida de vision acompafiada de
ataxia minima. Hemeralopia
(inhabilidad de ver claramente en luz
brillante), fotofobia (sensibilidad
extrema a la luz), pérdida de la

discriminacién del color

Adultez (>30 afos)

<59

Ataxia cerebelar (manifestada por
dificultad en la marcha, destreza
manual y habla), disartria, disfagia,
hipoacusia, anormalidades en el

movimiento ocular.
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3. Mecanismos de patogenia de SCA7

En la patogenia de SCA7, se reconocen una serie de mecanismos que inducen a la
neurodegeneracion observada en la enfermedad, y a la prevalencia del mensajero de ATXN7

en su forma mutada [1] (Fig. 3). Estos se enlistan a continuacion:

e Alteraciones epigenéticas y transcripcionales. En modelos murinos de SCA7, se ha

observado que los fotoreceptores muestran descondensaciones de cromatina severas,
asi como una serie de genes asociados a bastones regulados a la baja por el
reclutamiento aberrante del complejo SAGA, lo que conlleva a la disfuncion visual
de estos ratones [1, 7]

e Plegamiento aberrante. Los agregados en ATXN7 pueden provocar el secuestro de

diversos factores, lo que les impide cumplir con su funcidn bioldgica. Por ejemplo,
existe evidencia del secuestro del co-activador CBP en otras enfermedades inducidas
por agregados, como la enfermedad de Huntington. De forma interesante, la
expresion de CBP parece estar reprimida en SCA7 [1, 8, 9]

e Autofagia deficiente. Se han observado defectos en las vias autofagicas en SCA7. En

el estado patologico, ATXN7 reduce la actividad autofagica mediante la disrupcion
de dos proteinas clave en la iniciacion de la autofagia (FIP200 y ULK1) a través de
p53; mediante la interaccion aumentada de p53 con FIP200, y la coagregacion de p53
con FIP200 en los agregados de ATXN7, existe una disminucion de los niveles
solubres de FIP200, asi como una desestabilizacion en ULK1 [1, 10].

e Sobrecarga de clastosomas. La actividad degradativa de los clastosomas puede estar

sobrepasada por la patologia, de modo que el mecanismo no es suficiente para
degradar al mensajero de ataxina mutante [1].

e Disfuncién metabdlica. Se han observado deficiencias en la tasa de consumo de

oxigeno e intercambio de gases en modelos murinos con SCA7. Del mismo modo,
las neuronas de Purkinje de ratones con SCA7 muestran fragmentaciones en la red
mitocondrial [1, 11]

e Apoptosis. En modelos murinos con SCA7, se han observado procesos de
degeneracion de fotoreceptores asociados con la agregacion en el tracto polyQ. [1,

12].
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Fig 3. Mecanismos de patogenia de SCA7. Se muestran algunos de los mecanismos reconocidos
en la patogenia de SCAT7: alteraciones transcripcionales, defectos de plegamiento y secuestro de
factores en agregados, autofagia deficiente, clastosomas sobrecargados, disfunciones metabolicas y

apoptosis y degeneracion celular. Modificado de Niewiadomska-Cimicka et al., 2019.

4. Prevalencia de SCA7 en México

SCA7 es una enfermedad rara, con una prevalencia variable. En México, se considera que el
7.4% de las ataxias presentadas son casos de SCA7 [12], y se ha identificado un efecto

fundador que concentra la incidencia de la enfermedad en Jalapa, Veracruz [13, 14].

En 2013, Magafia y colaboradores utilizaron anélisis de genotipificacion para identificar la
mutacion responsable de los casos de SCA7 en Veracruz. De acuerdo con sus hallazgos, se
encontr6 que los pacientes portadores estudiados, comparten el haplotipo A-254-82-98 para

el marcador 3145G/A, asi como los marcadores centroméricos D3S1287, D3S1228 y
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D3S3635. Ademas, encontraron que los portadores tenian ancestria del oeste de Europa, lo

que permiti6 conjeturar el origen ancestral de estas mutaciones [15].

5. Modelos de estudio de SCA7

Los hallazgos respecto a los mecanismos de patogenia de SCA7 suelen derivarse de modelos
murinos Knock-In y modelos transgénicos, asi como de reprogramacion directa entre linajes

divergentes mediante la introduccion de factores de transcripcion reguladores [16, 17].

5.1 Modelos celulares

Dado que las células gliales de Miiller desempenan un papel esencial en la homeostasis de la
retina, Suarez y colaboradores generaron un modelo inducible para SCA7, basado en la linea
celular glial Miiller MIO-M1, con el que encontraron foci nucleares y citoplasmaticos que
contenian RNA mutante acompaiiados de defectos de empalme alternativo. También se
observaron foci de RNA en células de diferentes linajes, incluidos los leucocitos

mononucleares periféricos derivados de pacientes de SCA7 [18].

5.2 Modelos de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs)

Se ha demostrado que la conversion directa de fibroblastos en células madre neurales
inducidas (iNSC) depende de un par de factores de transcripcion (TF) progenitores neurales
clave, lo que plantea la cuestion de si dicha reprogramacion directa puede lograrse mediante
TF progenitores no neurales. Xiao y colaboradores informaron que el progenitor no neural
Ptfla es suficiente para reprogramar directamente fibroblastos de raton y humanos en iNSC
auto renovables capaces de diferenciarse en neuronas funcionales, astrocitos y
oligodendrocitos, y mejorar la disfuncion cognitiva de los modelos de raton con enfermedad
de Alzheimer cuando se trasplantan. La actividad de reprogramacion de Ptfla depende de su
interaccion independiente de Notch con Rbpj, lo que conduce a la activacion posterior de la
expresion de los genes TF y la sefalizacion de Notch necesaria para la especificacion, la

autorrenovacion y la homeostasis de NSC [19].
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Antecedentes

1. Conversion directa de fibroblastos a neuronas utilizando moléculas pequerias

En 2015, Li y colaboradores mostraron un modelo de diferenciacion a partir de fibroblastos
de raton hacia células neuronales, utilizando solo un coctel de moléculas pequeiias, con un

rendimiento de hasta > 90% siendo TUJ1 positivo después de 16 dias de induccion [20].

Utilizando el coctel compuesto de las moléculas Forskolina, ISX9, CHIR99021 ¢ I-BET
(FICB), que actua de forma sinérgica, se obtuvieron células inducidas con un fenotipo neural
heterogéneo. Entre la poblacion obtenida, se encontraron células positivas a Synl
(consistentes con neuronas presinapticas), Gad67 (consistentes con neuronas inhibitorias), y
vGlut (consistentes con neuronas glutamatérgicas), entre otros marcadores neuronales.
Ademas, las células inducidas presentaron un aumento gradual, desde las 24 h de tratamiento,
de marcadores involucrados en el establecimiento del linaje neural, tales como NeuroD1 y
Ngn2. Del mismo modo, mostraron una disminucién importante en la expresion de distintos

marcadores del linaje de fibroblastos, tales como Snaill y Twist2 [20].

Su analisis constituyé una "prueba de principio" para la reprogramacion directa inducida
quimicamente de los destinos de las células somaticas a través de las capas germinales sin
manipulacion genética, a través de la interrupcion de los programas especificos de las células

y la induccion de un destino alternativo [20].

2. Coctel FICB (Forskolina, 1SX9, CHIR99021, I-BET)

Se utilizé un inhibidor de bromodominio de la familia BET, I-BET151, capaz de interrumpir
el programa especifico de fibroblastos. El inductor de neurogénesis ISX9, por otro lado, se
utilizé como activador de los genes especificos de neuronas. Forskolina y CHIR0992 se

utilizaron como boosters quimicos. En conjunto, este coctel se denomina coctel FICB [20].

2.1 Forskolina

La forskolina es un diterpeno originado de la planta Coleus forskohlii. Tiene la capacidad de

activar directamente a la enzima adenilato ciclasa, para incrementar los niveles intracelulares
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de cAMP. A su vez, este aumento promueve la expresion de PKA/CREBI, un complejo que
inhibe vias de sefializacién apoptoticas -tales como la via JNK-, de modo que favorece la

supervivencia neuronal [21].

A través de la via PKA/CREBI, forskolina es capaz de activar a las isoformas del receptor
de tropomiosina relacionado a la quinasa B (trkB), cuya expresion es requerida para el

mantenimiento y funcién del sistema nervioso (Fig. 4) [22]

2.2 1ISX9

La molécula sintética isoxazol 9 (ISX9) ha sido utilizada para promover la diferenciacion
neuronal en la zona subranular del giro dentado en el hipocampo en modelos murinos.
Ademas, existe evidencia de su capacidad para restaurar la neurogénesis después de la

induccion de estrés [23, 24].

ISX9 induce la diferenciacion neuronal en forma robusta, a través de la proliferacion
incrementada de neuroblastos. Esta molécula actua a través de la cinasa calcio-calmodulina
(CamK) para inducir una via de sefializacion activada por calcio que fosforila a la histona
desacetilasa 5; en consecuencia, se promueve la expresion del factor enhancer de miocitos
(MEF) [25, 26]. MEF2, a su vez, promueve el desarrollo del sistema nervioso a través de la
regulacion del crecimiento de neuritas en neuronas positivas a Tuj-1 in vitro, y la

diferenciacion de células troncales neurales embrionarias in vivo (Fig. 4) [26].

De acuerdo con la reprogramacion realizada por Li y colaboradores en 2015, ISX9 es capaz
de inducir por si solo la expresion de los genes neuronales Ngn2, NeuroD1, NF-H, Synl y
Tau. Sin embargo, esta expresion es significativamente mayor cuando todas las moléculas se

utilizan en complejo, por lo que se piensa que el coctel FICB actua de forma sinérgica [20]

2.3 CHIR99021

La molécula CHIR99021 actia como un potenciador en el proceso de reprogramacion hacia
el linaje neural, porque es un inhibidor de la cinasa serina/treonina GSK38. Durante el

desarrollo neural, esta cinasa controla los niveles, unién y localizaciéon de factores de
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transcripcion como CREB, Nfat, Ngn2, SMADI1 y B-catenina, asi como la actividad de

diversas proteinas involucradas en el desarrollo axonal [27].

GSK38 media a la via canoénica Wnt/B. En presencia de Wnt, o la ausencia de GSK38, se
reduce la fosforilacion de B-catenina, y la degradacion permite que B-catenina se acumule en
el citoplasma, se transloque al nticleo y conlleve a la regulacion transcripcional de los genes
blancos de Wnt. De este modo, la inhibicion de GSK38, estabiliza a B-catenina, y activa la

via Wnt (Fig. 4) [27].

2.3 1-BET

[-BET es una molécula inhibidora de proteinas con bromodominio BET Brd2, Brd3 y Brd4
durante la diferenciacion de células progenitoras neurales. Las proteinas BRET se reconocen
como factores clave en la elongacion transcripcional, de modo que su inhibicion promueve
la diferenciacion de las células progenitoras hacia neuronas, a la vez que suprime la

progresion del ciclo celular (Fig. 4) [28, 29].

1SX9 ®)  Activacion de genes o %'Q

neuronales
I-BET 4 Supresion del programa de —
fibroblastos -~V
CHIR990 ™)  Booster — ﬁ . f—
21 quimico (came)
Forskolina ®p  Regulacion de la especificacion ﬁ e A
neuronal N

Fig. 4. Coctel FICB. Actividades principales de las moléculas utilizadas en la reprogramacion

celular hacia el fenotipo neural [21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29].
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Justificacion

La ataxia espinocerebelosa de tipo 7 (SCA7) es una enfermedad neurodegenerativa,
autosdmica dominante, que se origina por la expansion de un tracto de poliglutamina (PolyQ)
en el gen de ataxina 7 (ATXN7). A pesar de ser una enfermedad rara, existen fendmenos

como el efecto fundador en Veracruz, México, en donde la prevalencia de SCA7 es alta.

SCA7 suele estudiarse mediante modelos murinos que presentan alelos con repetidos
patogénicos, o mediante células reprogramadas a través de la induccion viral de factores de
transcripcion. Estos métodos podrian no representar el panorama patogénico completo al
limitarse a un nimero especifico de repetidos, o el método de reprogramacion puede ser
desventajoso, ya sea por los costes afiadidos, tiempo, la posibilidad de integracion

inespecifica en el genoma, o la inmunogenicidad asociada.

Por estas razones, se requiere de un método mas acercado al contexto fisioldgico, no
inmunogénico, que permita el estudio de los mecanismos patogénicos de SCA7. Se plantea,
entonces, el establecimiento de un método de diferenciacion neuronal, basado en moléculas
pequedias, a partir de fibroblastos de pacientes con SCA7, que sirva de modelo de estudio

para la enfermedad.
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Objetivos

Objetivo general:
e Establecer y caracterizar la diferenciacion de fibroblastos de pacientes de ataxia
espinocerebelosa tipo 7 a neuronas, a través de la utilizaciéon de las moléculas

pequeinias ISX9, I-BET151, CHIR99021 y Forskolina.

Objetivos particulares:

1. Establecer las condiciones 6ptimas de induccion neuronal, y caracterizar el perfil
morfolégico de las células neuronales durante el proceso de induccidon neuronal.

2. Caracterizar la expresion de marcadores de diferenciacion neuronal y del programa
especifico de fibroblastos, a nivel de mRNA y proteina de las células neuronales
inducidas.

3. Analizar el perfil transcripcional de las células neuronales inducidas a través de RNA-

seq.
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Hipotesis

El coctel basado en las moléculas pequenas ISX9, CHIR99021, I-BET y Forskolina sera
capaz de convertir fibroblastos humanos de pacientes con Ataxia Espinocerebelosa de tipo 7

hacia un fenotipo neuronal, constituyendo un modelo de diferenciacion eficiente.
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Metodologia

1. Proliferacion de fibroblastos.
Los fibroblastos controles sanos (GM03440) y fibroblastos con la patologia de SCA7 -con 8

y 54 repetidos, respectivamente- (GM03561) se mantuvieron en medio DMEM (Gibco),

suplementado con suero fetal bovino 20% y penicilina-estreptomicina 1%.

2. Diferenciacion de fibroblastos.

Las placas a sembrar fueron tratadas con coldgena 1%, para evitar el desprendimiento de las
células diferenciadas. Los fibroblastos de controles sanos y SCA7 se mantuvieron en medio
DMEM hasta alcanzar una confluencia > 90%. Después, el medio fue sustituido por un medio
de induccion, compuesto por medio neurobasal (Gibco), N2 (Gibco) 1%, B27 (Gibco) 2%,
GlutaMAX (Gibco) 1%, Penicilina-Estreptomicina 1%, bFGF (100-250 ng/mL), y
suplementado con Forskolina (TOCRIS) 100 uM, CHIR99021 (TOCRIS) 20 uM, ISX9
(TOCRIS) 20 uM, e I-BET151 (TOCRIS) 0.5 uM (coctel FICB). Los tratamientos se

mantuvieron por 16 dias, con cambios de medio y moléculas cada 3 dias.

3. Evaluacion de la expresion de marcadores.

Una vez terminados los tratamientos, se realiz6 una extraccion de RNA por el método Trizol-
cloroformo. A las placas p60, se retiré el medio de crecimiento, se realizo un lavado con PBS
para retirar los restos de medio, y se afiadieron 400 pL de Trizol. Posteriormente, se
homogeneizé mediante pipeteo y vortex por 30 segundos, y se mantuvo a 4°C durante 5
minutos para permitir la disociaciéon completa de los complejos de nucleoproteinas. Después,
se agregaron 80 pL de cloroformo, se incub6 por 3 minutos, y se centrifugd por 15 minutos

a 12,000 x g a 4° C. La fase acuosa resultante se transfirié a un nuevo tubo.

Para precipitar el RNA, se anadieron 200 pL de isopropanol, se incub6 por 10 minutos, y se
centrifugd por 10 minutos a 12,000 x g a 4°C. El sobrenadante se decanto, y la pastilla
resultante fue resuspendida en 1 mL de etanol 75%. Los tubos se vortexearon brevemente, y
se centrifugaron por 5 minutos a 7500 x g a 4°C. Del mismo modo, se decantd el

sobrenadante, y la pastilla se dejé secar por 5 minutos.

Cada pastilla fue resuspendida en 30 uL de agua libre de RNAsas. El contenido y calidad del
RNA obtenido fueron analizados mediante espectrofotometria (NANODROP). De igual
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manera, la integridad del RNA fue corroborada mediante electroforesis con un gel de agarosa

al 1 %.

El RNA obtenido se utilizé para generar cDNA mediante RT-PCR. Para ello, se prepar6 una
mezcla (A) con 1.5 pL Oligo dT [500 uM] (Invitrogen),1 ug de RNA total,1 pLL dNTPs Mix
[10 nM] (Invitrogen), y H20 libre de RNAsas para ajustar a 12 puL, que fue calentada a 65°C
por 5 minutos. Después, la mezcla se colocé a 4°C para afiadir una segunda mezcla (B), con
4 pL de buffer first-strand 5X (Tris-HCI1 [250 mM], pH 8.3, KCL [375 mM], MgCI2 [15
mM]), 2 uL de DTT [50 mM] (Invitrogen), y 1 pL H20 libre de RNAsas.

En conjunto, se incubd a 37°C por 2 minutos. Posteriormente, se afiadié 1 pL de la
retrotranscriptasa RT-MMLV (200 U/uL), y se incubd por 50 minutos a 37°C, y por 10

minutos a 70°C.

Una vez preparado el cDNA de todos los tratamientos, se realizé una amplificacion por PCR
punto final, para evaluar la calidad de los primers a utilizar. Para ello, se prepard una mezcla
con 5 puLL de Master Mix (Taq DNA Polimerasa, dANTPs, MgCl12), 0.5 uL Primer Forward, 0.5
pL de Primer Reverse (Tabla 3), 2 uL. cDNA, y 2 uL. H20 libre de RNAsas. La amplificacion
se llevd a cabo siguiendo una incubacion de 2 min a 94°C, 30 ciclos de 94°C/45s, 60°C/35s,
y 72°C/90s. Posteriormente, se permitio la extension total por 72°C/7 minutos. Los productos

fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Una vez verificados los productos por PCR punto final, se realizaron PCRs en tiempo real,
considerando duplicados bioldgicos de cada muestra. Para ello, se utilizdé el reactivo

SYBRGreen Master Mix (Applied Biosystems), y las siguientes condiciones:

e Desnaturalizacion inicial a 95°C/ 2 minutos
e Hold Activation Elongation 70°C/10 minutos (40 ciclos)
e Alineamiento 50°C/2 minutos (40 ciclos)

e Disociacidén 90°C/15 minutos

Tabla 3. Secuencias de los marcadores neuronales y de fibroblasto utilizados para PCR punto

final y tiempo real.
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Gen Primer Forward Primer Reverse

hsTBP GCTGTTTAACTTCGCTTCCG GCTGTTTAACTTCGCTTCCG
Ngn2 AAACCATCTCACTTCACAGGG ATAAGCTCCATCACACCTTCAG
NeuroD1 TCCCATGTCTTCCACGTTAAG GAGAAGTTGCCATTGATGCTG
TUBB3 CCCAGCGGCAACTACGTGGG  GTTGTTGCCGGCCCCACTCT
MAP2 TGGGGGCGGAAATGTACAAA CCAACTTTAGCTTGGGCCTT
Collal GCTTATGAAACCCCAATGCTG GATTTGGGAAGGAGTGGAGG

4. Evaluacion del perfil molecular de las células neuronales inducidas.

Las células inducidas fueron sometidas a inmunofluorescencia para detectar la expresion del
marcador neuronal B-III tubulina, utilizando como control los fibroblastos no diferenciados

de ambas condiciones.

Los fibroblastos fueron crecidos y tratados en cubreobjetos de vidrio. Una vez terminado el
tiempo de diferenciacion, se retird el medio, se lavé con PBS 1X, y se afiadi6é formaldehido
al 4% por 10 minutos. Retirado el formaldehido, se agregd Triton 0.1% por 5 minutos, y se

lavd con PBS 1X.

Luego, se realiz6 un bloqueo con BSA 3% por 1 hora a temperatura ambiente. Se incub6 con
el anticuerpo primario en BSA 3% durante toda la noche. Como anticuerpo primario, se

utilizo el anticuerpo anti-beta III tubulina (Abcam, no. catdlogo: AB18207).

En condiciones de oscuridad, los cubreobjetos se lavaron con PBS 1X, 3 veces por 5 minutos.
Después, se afiadio el anticuerpo secundario (ALEXA 484 anti-conejo) en BSA 3%, 1 hora a
temperatura ambiente. Los cubreobjetos fueron nuevamente lavados con PBS 1X, y se

incubaron con DAPI durante 5 minutos.

Las inmunofluorescencias se visualizaron en el microscopio confocal Stellaris del Centro de

Investigacion sobre el Envejecimiento.

5. Caracterizacion el perfil transcripcional de las células inducidas a través de RNA-Seq.

Se realizd una extraccion de RNA mediante el método Trizol-Cloroformo (descrito en el

punto 3 de esta seccion) de las células inducidas. Este material se analizé para asegurar su
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calidad, mediante la determinacién de concentracion por el equipo Nanodrop, y un gel de
integridad en agarosa al 1%. Después, fue enviado para su secuenciacion mediante la

tecnologia Nanoballs.

6. Analisis bioinformdtico de los resultados de secuenciacion.

Los archivos resultantes del proceso de secuenciacion fueron sometidos a un andlisis de
calidad utilizando el programa FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que genera un archivo .html
en donde resume distintos parametros de calidad que han de cumplir las secuencias:
estadisticas basicas del archivo .fq.gz, calidad de la secuencia por base, scores de calidad por
secuencia, contenido por base, contenido de GC por secuencia, niveles de secuencias

duplicadas en la libreria, y secuencias sobrerrepresentadas.

Una vez asegurada la calidad de las secuencias obtenidas, se realizé un alineamiento con el
programa Hisat2 (https://dachwankimlab.github.io/hisat2/), utilizando 5 hilos de busqueda
paralelos, la busqueda de 2 alineamientos primarios distintos para cada lectura, y reportando
unicamente los alineamientos dentro de los transcritos conocidos. Con ello, se generd un
archivo de alineamiento .bam, que luego fue convertido en un archivo mas ligero .sam,

utilizando el la herramienta SAM2BAM de la suite SamTools (https://www.htslib.org/). Este

archivo se clasificd con la herramienta sort, y se gener6 un indice con la herramienta index

de la misma suite.

Con el indice generado, se utilizo la plataforma RStudio para generar las listas de los genes
diferencialmente expresados, a la alza y a la baja, para cada comparacion de condiciones
(fibroblastos controles sanos y SCA7 no tratados, y fibroblastos controles sanos y SCA7

tratados). En la seccion Anexos, se incluye el script utilizado.

Para la generacion de heatmaps o mapas de calor, se utiliz6 el sitio web ClustVis

(https://biit.cs.ut.ee/clustvis/). Para los andlisis de ontologia, se utilizo el sitio web ShinyGo

0.80 (https://bioinformatics.sdstate.edu/go/). Y, para los andlisis de Functional Annotation

Clustering, se utiliz6 la herramienta David Tools (https://david.ncifcrf.gov/#).
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Controles Sanos

SCA7

Resultados

1. Las células inducidas presentan caracteristicas morfologicas semejantes a las células de
tipo neural

Con el objetivo de establecer un cambio en el linaje celular de los fibroblastos orientado hacia
un fenotipo neural, se generaron cultivos de fibroblastos controles sanos (GM03440) y
fibroblastos con la patologia de SCA7 (GM03561) que fueron inducidos mediante el coctel
FICB por 16 dias.

Al término de los 16 dias de tratamiento, se observaron cambios morfoldgicos importantes
en las células inducidas, caracterizados por la presencia de somas y prolongaciones
citoplasmaticas que asemejan a neuritas. Estos cambios son aparentes desde el dia 3 de

diferenciacion, y ocurren de forma similar en ambas condiciones (Fig. 5).

Dia 3

Fig. 5. Micrografias en 10X de los fibroblastos sanos y con SCA7 sometidos a tratamiento con
el coctel FICB a lo largo de 16 dias. Se muestra la progresion del tratamiento en los dias 3, 6, 9,

12 y 16. A la derecha, se muestran la morfologia de los fibroblastos previa a la diferenciacion.

Se realiz6 una medicion del didmetro de los somas y de la longitud de las prolongaciones
citoplasmaticas con el software ImagelJ. En este andlisis, se observdO que en ambas

condiciones hay un aumento gradual en el tamano de estas estructuras; sin embargo, parece
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haber una diferencia con respecto a la diferenciacion de las células SCA, pues presentan

medidas menores en comparacion con las células control inducidas (Fig. 6).
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Fibroblastos no

Fig. 6. Analisis morfométrico de las células diferenciadas. Cambios en las medidas del diametro
de los somas y la longitud de las dendritas, en las células de ambas condiciones que recibieron

tratamiento con el coctel FICB.

2. Las células inducidas expresan el marcador neuronal TUBB3.

Las células inducidas fueron sometidas a inmunofluorescencia después de 16 dias de
tratamiento, para detectar la expresion del marcador neuronal B-III tubulina. La sefial se
mostro positiva en los fibroblastos diferenciados de ambas condiciones. En este ensayo,
también fue posible observar pequeiias diferencias en cuanto a las prolongaciones presentes

en las células SCA inducidas, en comparacion con las células control (Fig. 7).

DAPI TUBB3 MERGE

SCA

Fibroblastos diferenciados

diferenciados
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Fig. 7. Expresion de TUBB3 en las células inducidas. Se muestra la expresion de DAPI y TUBB3

en las células inducidas, y en los fibroblastos que no recibieron tratamiento.

3. Las células diferenciadas exhiben diferencias en la expresion de marcadores neurales y
de fibroblasto, en comparacion con los fibroblastos no tratados.

Se evaluo la expresion de diferentes marcadores relacionados con el linaje neural (NeuroD1,
Ngn2), asi como la expresion de Collal como marcador del linaje de fibroblastos, utilizando

PCR en tiempo real.

En cuanto a las células control, se observa una diferencia significativa en la expresion de
Ngn2 en respuesta a la adicion del tratamiento. Del mismo modo, hay una tendencia al alza

en la expresion de NeuroD1, y una tendencia a la baja en la expresion de CollAl (Fig. 8 a,

b, ¢).

Con respecto a las células SCA inducidas, también se observa una tendencia a la baja en la
expresion de CollAl. Sin embargo, esta tendencia a la baja también se presenta en la
evaluacion de Ngn2; aunque no significativa, podria representar diferencias en el proceso de

induccion relacionadas con la patologia (Fig. 8 d, e).
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Fig. 8. Expresion de marcadores neurales y de fibroblasto. a, Ngn2 en controles no diferenciados
y diferenciados. b, Col1A1l en controles no diferenciados y diferenciados. ¢, NeuroD1 en controles
no diferenciados y diferenciados. d, Col1Al en fibroblastos SCA7 no diferenciados y diferenciados.
e, Ngn2 en fibroblastos SCA7 no diferenciados y diferenciados. P value: ** <0.01, ns: no

sifnificativo.

4. Analisis del transcriptoma de las células inducidas mediante RNA-SEQ

4.1 Integridad de las muestras

El RNA extraido de cada condicion presentd la calidad adecuada para ser enviado a
secuenciacion, como se demuestra por la concentracion obtenida y los respectivos geles de

integridad en agarosa al 1%. (Tablas 4 y 5, Fig. 9, 10).

Tabla. 4. Concentraciones de las muestras de RNA de fibroblastos controles sanos no

diferenciados (CN) y diferenciados (CT).

CNI1 CN2 CTl1 CT2
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947.5 ng/uLL 1054.6 ng/puL 241.1 ng/ulL 224.8 ng/uL

CTLL1 CTL2

Fig. 9. Geles de integridad de RNA en agarosa 1 %. A la izquierda, se muestran las dos muestras
de fibroblastos controles sanos no diferenciados (CN1 y CN2); a la derecha, las muestras de

fibroblastos controles sanos diferenciados (CTL1 y CTL2). Se utilizaron 300 ng de RNA.

Tabla. 5. Concentraciones de las muestras de RNA de los fibroblastos SCA7 No diferenciados

(SN) y fibroblastos SCA7 diferenciados (ST).

SN1 SN2 STI ST2

306.3 ng/pL 393 ng/uL 333.4 ng/uL 375.8 ng/uL
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SCA 1 SCA 2

288 —»

188 —»

Fig. 10. Geles de integridad de RNA en agarosa 1 %. A la izquierda, se muestran las dos
muestras de fibroblastos controles sanos no diferenciados (CN1 y CN2); a la derecha, las muestras

de fibroblastos controles sanos diferenciados (CTL1 y CTL2). Se utilizaron 300 ng de RNA.

4.2 PCA de las muestras analizadas

El analisis de componentes principales proyecta el nivel de varianza entre las muestras
analizadas. En este caso, se observa que las muestras no tratadas, tanto de controles sanos
como de SCA7, se agrupan de forma distinta a las células inducidas. Del mismo modo,

muestra que hay poca variacion entre los duplicados de las muestras analizadas (Fig. 11).
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Fig. 11. PCA de las muestras analizadas. En azul y en verde, se muestran los duplicados de

controles sanos y SCA7 no tratados, respectivamente; en rojo y morado, se muestran los duplicados

de controles sanos y SCA7 tratados, respectivamente.

4.3 Perfil transcripcional de los fibroblastos controles sanos no diferenciados (CN) en

comparacion con los fibroblastos sanos diferenciados (CT).
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Al comparar el perfil de los fibroblastos controles sanos no diferenciados (CN) y los
fibroblastos sanos diferenciados (CT). Se reconocieron 1739 genes diferencialmente

expresados a la baja, y 2212 expresados al alza (Fig. 12).
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Fig. 12. Genes diferencialmente expresados entre controles sanos no diferenciados (CN) y
diferenciados (CT). a, Volcano plot con la distribucion de los genes diferencialmente expresados,
siendo los rojos aquellos que se expresan a la alza, y los azules los que se muestran a la baja. b,

diagrama de Venn con el nimero de genes diferencialmente expresados entre CN y CT.

Se analizo6 el perfil funcional de los genes diferencialmente expresados a la alza con el sitio
web ShinyGo. En este sentido, se encontr6d que las vias mayormente representadas son vias
relacionadas con el desarrollo del sistema nervioso, diferenciacion neuronal, y regulacion del

desarrollo de proyecciones neurales (Fig. 13).
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Fig. 13. Anilisis de ontologia y funciéon bioldgica de los genes diferencialmente expresados

entre controles sanos no tratados (CN) y controles sanos tratados (CT) a la alza. Muestra las 30

vias con mayor representacion, ordenadas con respecto a la medida estadistica -log1 0(FDR).

Estos cambios se ven reflejados en el perfil que muestran los mapas de calor, o heatmaps, en

donde se comparan los estados del transcriptoma respecto a los genes involucrados en el

desarrollo del sistema nervioso. Como se observa en este grafico, existe una tendencia clara

en la sobrerrepresentacion de estos genes. Particularmente, destacan los genes TUBB3,

NEFH y MAP2, expresados a la alza en la condicidon que recibio el tratamiento con el coctel

FICB (Fig. 14).
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Fig. 14. Heatmap de los genes diferencialmente expresados entre controles no tratados (CN) y
controles sanos tratados (CT) a la alza. a, heatmap los genes que participan en la via de desarrollo
del sistema nervioso, arrojada en el analisis de ontologia. b, acercamiento a genes neurales de
importancia: TUBB3, NEFH y MAP2. En azul, se representan expresiones bajas; en rojo,

expresiones altas.
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Por otra parte, se realizd un analisis de agrupacion de anotaciones funcionales (Functional
Annotation Clustering), que identifica grupos de transcritos correlacionados, y las vias
funcionales que representan. En este analisis se observd que destaca el cluster 1, con un
puntaje de enriquecimiento de 23.48 %), en donde los términos encontrados tienen relacion

con union a DNA, asi como factores de transcripcion (Fig. 15).

Functional Annotation Clustering - Cluster 1 (Enrichment Score: 23:48%)
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KW-0238~DNA-binding
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G0:0006357~regulation of transcription from RNA...
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G0:0046872~metal ion binding
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ZN_FING:C2H2-type 13
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G0:0006355~regulation of transcription, DNA-templated
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ZN_FING:C2H2-type 11
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ZN_FING:C2H2-type 4 nE——
ZN_FING:C2H2-type 9 m—
ZN_FING:C2H2-type 8 n—
ZN_FING:C2H2-type 7 n—
ZN_FING:C2H2-type 5 n—

Término

=]

5 10 15 20 25 30 35

Porcentaje (%)

43

40



Fig. 15. Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente expresados a la alza
entre controles sanos no tratados (CN) y controles sanos tratados (CT). Se eligio el cluster 1
por ser aquel que muestra el mayor porcentaje de enriquecimiento (23.48%). Los términos

agrupados se grafican de acuerdo a la cantidad de genes que representan.

Entre estos transcritos, se encuentran factores de transcripcion relacionados con el desarrollo
neural, tales como CREBS5, HOXA3 y PRRXI, asi como miembros de la familia de

transcritos que dan lugar a proteinas de dedos de zinc (Fig. 16).
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Fig. 16. Heatmap del Cluster 1 del Functional Annotation Cluster; comparacion CN vs CT a la

alza. a, Heatmap total del cluster 1. b, Heatmap de acercamiento a factores de transcripcion

relacionados con el desarrollo neural.

En cuanto a las vias representadas a la baja, destacan aquellas con relacion a la morfogénesis

de la estructura anatomica, organizacion del citoesqueleto, y el movimiento de los

componentes subcelulares (Fig. 17).
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Fig. 17. Anélisis de ontologia y funcién biolégica de los genes diferencialmente expresados
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entre controles sanos no tratados (CN) y controles sanos tratados (CT) a la baja. Muestra las

30 vias con mayor representacion, ordenadas con respecto a la medida estadistica -log1 0(FDR).

El mapa de calor de la funcion biologica de morfogénesis estructural anatdémica, muestra |

(O]

cambios en el perfil transcripcional de las células no inducidas, en contraste con aquellas que

si recibieron el tratamiento, siendo la expresion en las células no inducidas significativamente

mas baja (Fig. 18).
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Fig. 18. Heatmap de los genes diferencialmente expresados entre controles sanos no tratados
(CN) y controles sanos tratados (CT) a la baja. Se muestran los genes que participan en la via de

regulacion de la morfogénesis anatomica, arrojada en el analisis de ontologia.

Al igual que con los transcritos encontrados expresados diferencialmente a la alza, se realizo
un analisis de agrupacion. Aqui, destaco el cluster 1, con un puntaje de enriquecimiento de
12.85%, que mostré como los grupos mas representados aquellos con relacion a la unién a

filamentos de actina, y citoesqueleto (Fig 19).
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Functional Annotation Cluster
(Enrichment score: 12.85%)

G0:0051015~actin filament _
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Fig. 19. Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente expresados a la baja
entre controles sanos no tratados (CN) y controles sanos tratados (CT). Se eligio el cluster 1
por ser aquel que muestra el mayor porcentaje de enriquecimiento (12.85%). Los términos

agrupados se grafican de acuerdo a la cantidad de genes que representan.

Un mapa de calor de este cluster (Fig. 20), muestra de forma gréafica los cambios en la
representacion de estos transcritos. Entre ellos, destacan VASP, SYNPO2, NEXN, y

AHNAK, por ser factores que guardan relacion la estructura y motilidad de los fibroblastos.
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Fig. 20. Heatmap del Cluster 1 del Functional Annotation Cluster; comparacion CN vs CT a la
baja. Se muestran todos los genes agrupados en el cluster 1 del analisis de anotacion fnucional.

4.4 Perfil transcripcional de los fibroblastos SCA7 no diferenciados (SN) en comparacion
con los fibroblastos SCA7 diferenciados (ST).

Una vez establecido que el perfil transcripcional en los controles cambia de forma favorable,
el siguiente paso consistid en verificar que las células SCA7 también pasan por un cambio

de linaje hacia el tipo neural.

Al comparar el transcriptoma de las células SCA7 no diferenciadas (SN) con las células

SCA7 (ST) que si recibieron el tratamiento con el coctel FICB, se encuentra en primera
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instancia que existen 1556 genes diferencialmente expresados a la baja, y 1667 genes

diferencialmente expresados a la alza (Fig. 21).
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Fig. 21. Genes diferencialmente expresados entre fibroblastos SCA7 no diferenciados (SN) y
diferenciados (ST). a, Volcano plot con la distribucion de los genes diferencialmente expresados,
siendo los rojos aquellos que se expresan a la alza, y los azules los que se muestran a la baja. b,

diagrama de Venn con el nimero de genes diferencialmente expresados entre CN y CT.

Al igual que con las condiciones de controles sanos, se realizd un analisis de ontologia y
funcion biologica en el que se observo que, a la alza, se encuentran sobrerrepresentadas vias

con relacion al desarrollo del sistema nervioso, diferenciacion neural y neurogénesis (Fig.
22).
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Fig. 22. Anailisis de ontologia y funciéon bioldgica de los genes diferencialmente expresados

entre fibroblastos SCA7 no difrerenciados (SN) y fibroblastos SCA7 diferenciados (ST) a la

alza. Muestra las 30 vias con mayor representacion, ordenadas con respecto a la medida estadistica

-loglO(FDR).

Estos cambios se ven reflejados en la expresion aumentada que muestran los heatmaps de los

genes relacionados con el desarrollo del sistema nervioso entre estas dos condiciones (SN y

ST). De forma similar a lo observado en la diferenciacion de los controles sanos, destaca la

presencia de factores neurales importantes como TUBB3, NEFH y MAP2 (Fig. 23).
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Fig. 23. Heatmap de los genes diferencialmente expresados entre fibroblastos SCA7 no
tratados (SN) y tratados (ST) a la alza. a, heatmap los genes que participan en la via de desarrollo
del sistema nervioso, arrojada en el analisis de ontologia. b, acercamiento a genes neurales de

importancia: TUBB3, NEFH y MAP2. Se incluye la comparacion con el perfil de expresion de los
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fibroblastos controles sanos tratados. En azul, se representan expresiones bajas; en rojo, expresiones

La expresion de estos factores también fue corroborada mediante PCR en tiempo real. Se

observoé que los fibroblastos que recibieron el coctel FICB, muestran aumentos significativos

en la expresion de TUBB3, NEFH y MAP2, tanto en fibroblastos controles sanos como en

fibroblastos con SCA7, en comparacion con aquellos que no recibieron el tratamiento (Fig.

24).
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Fig. 24. Expresion de los marcadores neurales TUBB3 y MAP2. a, Expresion de TUBB3 entre

controles sanos no tratados y tratados. b, Expresion de MAP2 entre controles sanos no tratados y

tratados. ¢, Expresion de TUBB3 entre fibroblastos SCA7 no tratados y tratados. d, Expresion de
MAP?2 entre fibroblastos SCA7 no tratados y tratados. P value: * p <0.05, ** <0.01, *** <0.001,

ns: no significativo.
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Término

El analisis de Funcional Annotation Clustering, resaltd al cluster 1, con un puntaje de
enriquecimiento de 17.33 %. En este grupo, se destacan términos de factores relacionados
con uniones disulfuro y glicoproteinas (Fig. 25). El mapa de calor de estos transcritos muestra
el cambio positivo en la representacion que exhiben las células no tratadas, con respecto a

aquellas que recibieron el coctel FICB (Fig. 26)

Functional Annotation Clustering (Enrichment Score: 17.33)

KW-1015~Disulfide bond

KW-0325~Glycoprotein

CARBOHYD:N-linked (GlcNAc...) asparagine

[=}
[0}
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Fig. 25. Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente expresados a la alza
entre fibroblastos SCA7 no tratados (SN) tratados (ST). Se eligi6 el cluster 1 por ser aquel que
muestra el mayor porcentaje de enriquecimiento (17.33%). Los términos agrupados se grafican de

acuerdo a la cantidad de genes que representan.
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Fig. 26. Heatmap del Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente
expresados a la alza entre fibroblastos SCA7 no tratados (SN) tratados (ST). Se muestran

todos los genes agrupados en el cluster 1 del analisis de anotacion funcional.

Para evaluar los cambios referentes a la expresion a la baja entre las condiciones no tratadas
y tratadas de los fibroblastos con SCA7, también se realizd un analisis de ontologia de
funcion bioldgica. Entre estos términos, se encuentran aquellos relacionados con la
regulacion del ciclo celular y replicacion de DNA (Fig. 27). El mapa de calor del término
mas representado (Procesamiento del ciclo celular), muestra como las células inducidas
exhiben menores expresiones en estos genes, en comparacion con las células no inducidas

(Fig. 28).
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Fig. 27 Analisis de ontologia y funcion bioldogica de los genes diferencialmente expresados
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entre fibroblastos SCA7 no difrerenciados (SN) y fibroblastos SCA7 diferenciados (ST) a la

baja. Muestra las 30 vias con mayor representacion, ordenadas con respecto a la medida estadistica

-log10(FDR).
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Fig. 28. Heatmap de los genes diferencialmente expresados entre fibroblastos SCA7 no
tratados (SN) tratados (ST) a la baja. Heatmap los genes que participan en la via de ciclo celular

mitdtico, arrojada en el analisis de ontologia.

El anélisis Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente expresados a la
baja entre células SCA7 tratadas y no tratadas, arrojo al cluster 1 con un puntaje de
enriquecimiento de 28.92%. Este cluster representa a genes relacionados con division celular
y mitosis (Fig. 29) que, como se observa en el mapa de calor del mismo (Fig. 30), se encuentra

subrrepresentado en las células SCA7 que fueron tratadas con el coctel FICB.
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Fig. 29. Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente expresados a la baja
entre fibroblastos SCA7 no tratados (SN) y tratados (ST). Se eligi6 el cluster 1 por ser aquel que
muestra el mayor porcentaje de enriquecimiento (28.92%). Los términos agrupados se grafican de

acuerdo a la cantidad de genes que representan.

(LU R U THURH S T

INS
ZNS
LS
cls

59

12



-10910 FOR

Fig. 30. Heatmap del Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente
expresados a la baja entre fibroblastos SCA7 no tratados (SN) tratados (ST). Se muestran

todos los genes agrupados en el cluster 1 del analisis de anotacion fnucional.

4.5 Perfil transcripcional de las células SCA7 tratadas, en comparacion con las células
controles sanos tratadas: evaluacion del impacto de la enfermedad en la diferenciacion

Una vez que se verifico que el coctel FICB es capaz de inducir la diferenciacion tanto en
células control sano como en células con la patologia de SCA7, se planted indagar en las
diferencias en el transcriptoma entre ambos fenotipos tratados. Para ello, se restd la
contribucion de las diferencias de facto que existen entre las células SCA7 y controles sanos
sin el tratamiento (738 genes a la alza, y 578 genes a la baja), asi como la contribucion que
se espera de la adicion del coctel FICB entre células sin el tratamiento, y aquellas que si lo
recibieron (1322 genes a la alza, y 1269 genes a la baja). De este modo, se consideraron
unicamente los genes que corresponden a las células control sano tratadas, en comparacion
con las células SCA7 tratadas (113 genes a la alza, y 578 genes a la baja), como el fragmento
del transcriptoma que podria indicarnos la contribucion de la patologia en el proceso de

diferenciacion (Fig. 31).
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Fig. 31. Comparacion del perfil transcriptomico entre fibroblastos controles sanos y
fibroblastos SCA7, ambos con el tratamiento del coctel FICB. a. Volcano plot de los genes
diferencialmente expresados entre células inducidas sanas y SCA7. b, c. Diagrama de venn de los
genes diferencialmente expresados a la alza y a la baja, respectivamente, entre todas las
condiciones: en azul, se muestran los genes diferencialmente expresados entre las células SCA7 sin
tratamiento (SN), y las células SCA7 con tratamiento (ST); en morado, se muestran los genes
diferencialmente expresados entre las células control sano (CN) y las células SCA7 (SN), ambas sin
tratamiento; en rosa, se muestran los genes diferencialmente expresados entre las células control
sano que recibieron el tratamiento (CT), y las células SCA7 que también fueron cultivadas con el

coctel FICB (ST).

Al igual que en las comparaciones anteriores, se realizo un analisis de ontologia y funcién
bioldgica, unicamente de los genes diferencialmente expresados entre CT y ST a la alza. En
este caso, las vias mayormente representadas a la alza, son vias con relacion a la regulacion
negativa a la adhesion celular, desarrollo de tejidos, migracion celular, motilidad y

morfogénesis de la estructura anatémica (Fig. 32).
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Fig. 32. Analisis de ontologia y funcién biologica de los genes diferencialmente expresados a la
alza, entre controles tratados y SCA7 tratados inicamente. Muestra las 30 vias con mayor

representacion, ordenadas con respecto a la medida estadistica -logl O(FDR).

De igual manera, estos cambios de expresion a la alza se muestran en un mapa de calor, en

donde se comparan los fibroblastos control sano tratados, y los fibroblastos SCA7 tratados

(Fig. 33).
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Fig. 33. Heatmap de los genes diferencialmente expresados a la alza entre controles tratados y
SCA7 tratados unicamente. Heatmap los genes que participan en la via de morfogénesis de la

estructura anatomica, arrojada en el analisis de ontologia.

62



En consecuencia, también se realiz6 un analisis Functional Annotation Clustering, en donde
destaco el cluster 1 con un puntaje de enriquecimiento de 2.25%. Los genes que pertenecen
a este cluster estan relacionados con matriz extracelular, uniéon de integrinas y adhesion

celular (Fig. 34).

Functional Annotation Clustering (Enrichment score: 2.25 %)

G0:0005178~integrin binding

Término

MOTIF:Cell attachment site

4.2 4.4 4.6 4.8 5 52 5.4

S

Porcentaje

Fig. 34. Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente expresados a la alza
entre controles sanos tratados (CT) y SCA7 tratados (ST) unicamente. Se eligio el cluster 1 por
ser aquel que muestra el mayor porcentaje de enriquecimiento (2.25%). Los términos agrupados se

grafican de acuerdo a la cantidad de genes que representan.

El mapa de calor muestra los cambios en la expresion de los genes relacionados a estas vias.
En este caso, destacan genes como TIMP3, MMP1, e ITGAS, que participan en procesos de

remodelacion de la matriz extracelular (Fig. 35).
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Fig. 35. Heatmap del Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente
expresados a la alza entre controles sanos tratados (CT) y SCA7 tratados (ST) unicamente. Se

muestran todos los genes agrupados en el cluster 1 del analisis de anotacion fnucional.

En cuanto a los genes diferencialmente expresados a la baja entre estas condiciones (CT y
ST), el analisis de ontologia reveld que las vias mayormente subrepresentadas son aquellas
con referencia al desarrollo del sistema nervioso (Fig. 36). Esto representa una diferencia
importante entre el proceso de diferenciacion de las células control y las células SCA7, siendo
en estas ultimas menos eficiente (Fig. 23). De igual manera, estos cambios se ven

graficamente representados en un mapa de calor (Fig. 37).
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Fig. 37. Heatmap de los genes diferencialmente expresados a la baja entre controles tratados y
SCAT7 tratados iinicamente. Heatmap los genes que participan en la via de desarrollo de sistema

nervioso, arrojada en el analisis de ontologia

Con respecto al andlisis Functional Annotation Clustering, se encontr6 que los genes
subrepresentados se agrupan en términos relacionados con la integracion de la membrana
celular (Fig. 38). Del mismo modo, un mapa de calor muestra estos cambios entre las

condiciones analizadas (Fig. 39 y 40).
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Fig. 38. Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente expresados a la baja
entre controles sanos tratados (CT) y SCA7 tratados (ST) unicamente. Se eligio el cluster 1 por
ser aquel que muestra el mayor porcentaje de enriquecimiento (4.24%). Los términos agrupados se

grafican de acuerdo a la cantidad de genes que representan.
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Fig. 39. Heatmap del Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente
expresados a la baja entre controles sanos tratados (CT) y SCA7 tratados (ST) tinicamente. Se

muestran todos los genes agrupados en el cluster 1 del analisis de anotacion funcional.

Por otra parte, se analizaron las diferencias en la expresion de diversos factores de
transcripcion relacionados con la neurogénesis, especialmente aquellos que se mostraron a la
alza en el proceso de diferenciacion de los fibroblastos controles sanos, como lo es el factor
de transcripcion CREBS. En este caso, se encontré una expresion diferencial negativa con

respecto a los fibroblastos SCA7 diferenciados (Fig. 40).
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Fig. 40 Heatmap del Functional Annotation Clustering de los genes diferencialmente
expresados a la baja entre controles sanos tratados (CT) y SCA7 tratados (ST) tinicamente;
énfasis en factores de transcripcion. Se muestran todos los genes agrupados en el cluster 1 del

analisis de anotacion funcional.
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Discusion

Después de un tratamiento de 16 dias en fibroblastos controles sanos y SCA7 con el coctel
FICB, se obtuvieron células que presentan un cuerpo celular redondeado y prolongaciones
citoplasmaticas que parten de ¢l y se alargan a través de tiempo de diferenciacion. Estos

cambios morfologicos son consistentes con la estructura esperada en un fenotipo neural [30]

En este proceso de cambio, también destaca la expresion de los genes Ngn2 y NeuroD1.
Estos factores son importantes en el proceso de neurogénesis pues se considera que actiian
de forma escalonada. Ngn2 inicia el proceso en el que las células progenitoras neurales se
comprometen con el linaje, al promover que las células se mantengan primero en un estado
indiferenciado en el que se favorece su amplificacion, y luego al orquestar la expresion de
genes que continuan con el proceso. NeuroD1 es uno de los genes influenciados por Ngn2, y
controla el compromiso celular para llevar a la diferenciacion terminal de las células neurales
[31]. Li y colaboradores observan también este efecto en la reprogramacion de fibroblastos

de raton hacia neuronas funcionales, inducida por el coctel FICB [20].

En este sentido, la disminucion de la expresion de Col1 A1 también puede considerarse como
una caracteristica positiva en el proceso de diferenciacion. Este gen codifica la cadena alfa-
1 del colégeno tipo 1, y participa en la estabilizacion estructural de la matriz extracelular de
tejidos conectivos. Se trata de un factor especialmente encontrado en fibroblastos [32]. Esta
reduccion es consistente con lo observado en otros protocolos de reprogramacion, como el
reportado por Xiao en colaboradores en 2018, en donde se utiliza el factor de transcripcion

Ptfla para inducir la reprogramacion de fibroblastos hacia progenitores neurales [19].

De acuerdo con los andlisis de secuenciacion de RNA, destaca la expresion a la alza de genes
relacionados con la neurogénesis, especialmente los genes TUBB3, MAP2 Y NEFH.
TUBB3, o Beta-III Tubulina, es un marcador clasico neuronal pues es la inica isoforma de
B-tubulina que se expresa de forma constitutiva en todas las neuronas, y no en células gliales.
Ademas, también se ha demostrado que cumple un papel especial en la generacion de axones
periféricos [33]. TUBB3, ademds de presentarse en el analisis de RNA-Seq, también fue
encontrado a la alza en las amplificaciones por PCR en tiempo real, y en las

inmunofluorescencias de las células inducidas. MAP2, también hallado a la alza en el ensayo
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de qPCR, es una proteina asociada a microtubulos que se expresa de forma ubicua en diversos
tipos celulares neurales, y participa en actividades de transporte de carga axonal [34]. Por
ultimo, la cadena pesada de neurofilamentos (NF-H), forma parte de la estructura axonal, y
se utiliza como un marcador para el dafio neural [35]. En conjunto, la sobrerrepresentacion
de las vias relacionadas con el desarrollo neural, y de marcadores clasicos neuronales, afiaden

a la identificacion del cambio de linaje hacia una identidad neuronal.

En concordancia, se identificd una serie de factores de transcripcion expresados a la alza,
tanto en el proceso de diferenciacion de los fibroblastos controles sanos, como en los
fibroblastos SCA7. Destacan factores como CREBS, que regula procesos de crecimiento
neuronal y plasticidad sindptica [36], ademds de ser un blanco rio debajo del aumento de
cAMP por Forskolina [26]; HOXA3, miembro de la familia HOX, que procesos de
neurogénesis y el establecimiento de circuitos neurales [37]; y PRRX1, que juega un papel
importante como switch para la determinacion del linaje neural, y el mantenimiento de la

renovacion de las células neuronales progenitoras [38].

Durante el proceso de diferenciacion, se observo un proceso de remodelacion celular
significativa, evidenciada por los cambios morfologicos visibles y la regulacion negativa de
genes relacionados con la morfogénesis y la organizacion del citoesqueleto. Estos cambios
podrian indicar la pérdida de factores que resultaban importantes en el mantenimiento de la
morfologia de los fibroblastos, y no asi de las células neurales, de forma similar a lo reportado
en otros protocolos de reprogramacion directa [39]. De igual manera, se presentan diferencias
a la baja en genes relacionados con mitosis y ciclo celular, tales como AURKA y AURKB,
lo cual indica que las células ya no se encuentran en division, sino comprometidas con el

establecimiento del linaje [40].

Los cambios observados tanto a la alza como a la baja en las células control sano sostienen
la hipdtesis de una reprogramacion efectiva hacia un linaje neural. De igual manera, las
células SCA7 presentan aumentos en las vias relacionadas a la neurogénesis, y expresan a
los marcadores neuronales clasicos TUBB3, NEFH y MAP2. Sin embargo, en estas células
también se encontraron términos relacionados a glicoproteinas y puentes disulfuro a la alza,
que incluyen a genes como ADAM y TIMPI. Estos genes participan en la remodelacion de

la matriz extracelular [41].
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En cuanto a las diferencias en la reprogramacion de las células controles sanos y con SCA7,
se encontraron 113 genes relacionados a la patogénesis expresados a la alza, y 262 a la baja.
A la alza, destacaron vias relacionadas con la adhesion celular, motilidad y morfogénesis, y
en especial, genes que regulan la matriz extracelular, como TIMP3. Se ha reportado que
TIMP3, un inhibidor de metaloproteasas de matriz, puede encontrarse alterado en distrofias
retinianas hereditarias con afectacion primaria de la mécula, al contener residuos de cisteina

extra [42].

Una diferencia importante en esta comparacion, es que a la baja se encuentran vias
relacionadas a la neurogénesis, lo que sugiere deficiencias en la diferenciacion de las células
SCA7 con respecto a los controles. En especial, la comparacion de factores de transcripcion
muestra que existen factores que se expresan en las células controles sanos diferenciadas,
pero no en las células SCA7, tales como los antes descritos CREBS, miembros de la familia
HOX y PRRXI1. Por ello, resulta interesante el estudio de los genes regulados por estos

factores de transcripcion en SCA7 y su influencia en los mecanismos de patogenia.
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Perspectivas

Como perspectivas del presente trabajo de investigacion, resulta importante conocer la
identidad de las células obtenidas en el proceso de reprogramacion. De este modo, seria
posible analizar los efectos de la enfermedad en células que se han evidenciado alteradas en

SCA7, tales como las células de Purkinje [43].

Por otra parte, es de interés reconocer las propiedades electrofisioldgicas de las células
diferenciadas, tales como las propiedades de sus canales de iones dependientes de voltaje, y
si los flujos de iones son consistentes con aquellos presentes en las neuronas maduras, tanto
en las condiciones de células sanas, como en células con SCA7 [44]. Para ello, se propone el
uso de la técnica Patch-clamp, que arroja informacion acerca de los flujos de iones Na+,
Ca2+, y K+, asi como la capacidad de las células inducidas de generar potenciales de accion

[45].

Ademés, utilizando como base el modelo celular aqui presentado, es necesario indagar acerca
de los cambios epigenéticos que ocurren en SCA7, cambios que pudieran ocurrir en la
organizacion de la cromatina, y disrupciones que pudieran presentar los dominios
topologicamente asociados (TADs), como se ha reportado que ocurre en otras enfermedades

poliglutaminicas como la enfermedad de Huntington [46, 47, 48].
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Conclusiones

Las células inducidas presentan caracteristicas morfoldgicas semejantes a las células de tipo

neural, tales como la presencia de somas y prolongaciones dendriticas.

Las células inducidas expresan el marcador neuronal TUBB3, tanto a nivel transcrito como
proteina. De igual forma, exhiben exhiben diferencias en la expresion de marcadores neurales

y de fibroblasto, en comparacion con los fibroblastos no tratados.

El perfil transcripcional muestra la sobrerrepresentacion de marcadores neuronales en las

c¢lulas tratadas, asi como de factores de transcripcion relacionados con la neurogénesis.

La sobrerrepresentacion de genes relacionados con la remodelacion de la matriz extracelular,
adhesion y senalizacion celular, pueden reflejar el intento de gestionar los procesos
patoldgicos inducidos por la mutacion en ATXN7, incluida la respuesta al estrés y la

desregulacion de la MEC.

Existen diferencias en la diferenciacion asociadas a la patologia, que podrian estar
relacionadas con factores de transcripcion que regulan los procesos de neurogénesis, tales

como CREBS5, PRRX1 y factores de la familia HOX.

En general, el protocolo presentado tiene la capacidad de convertir fibroblastos humanos
sanos y de pacientes con SCA7, en células de tipo neural, de modo que constituye un modelo
en el que se plantea indagar los mecanismos patogénicos de la ataxia espinocerebelosa de

tipo 7.
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Anexos

1. Script para andlisis de datos de RNA-Seq en RStudio
setwd ("F:/RNAseq CiN")

getwd()
library(Rsubread)

bfiles = ¢ ("CNl-sorted.bam","CN2-sorted.bam","CT1-sorted.bam", "CT2-sorted.bam",
"SN1-sorted.bam","SN2-sorted.bam", "ST1-sorted.bam", "ST2-sorted.bam")

fc <- featureCounts(files=bfiles,

annot.ext="F:/RNAseq
CiN/Homo_sapiens.GRCh38.84.gtf",isGTFAnnotationFile=T, useMetaFeatures=T,

minMQS=10, largestOverlap=T, isPairedEnd=F,
requireBothEndsMapped=F, nthreads=5)
library(edgeR)
library(limma)
samples <- factor (¢( "CN","CN","CT","CT","SN","SN","ST","ST"))
DGEList hum_ RNAseq = DGEList(counts=fc$counts,
group=samples,
genes=fc$annotation[,c("GenelD","Length")])
keep = rowSums(cpm(DGEList hum RNAseq)>1) >=3
sum(keep)
DGEList hum RNAseq = DGEList hum RNAseq[keep,]
design <- model.matrix(~0+samples)
colnames(design) <- levels(samples)

DGEList hum RNAseq=
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calcNormFactors(DGEList hum RNAseq)
DGEList hum RNAseq =
estimateDisp(DGEList hum RNAseq, design=design)
DGEList hum RNAseqS$counts
library(RColorBrewer)

library(ggfortify)

color all =
c("darkblue","darkblue","darkred","darkred", "green", "green", "purple","purple")
plotMDS(DGEList hum RNAseq, cex=0.8,
col=color_all)
dev.copy(pdf,"DGEList hum RNAseqALL.pdf")
dev.off()
PCA 1og2CPM = prcomp(t(cpm(DGEList hum RNAseq,
log=T)), center=T, scale=T)
summary(PCA_log2CPM)
PCA perc var = round ((PCA_log2CPM$sdev”2 /
sum(PCA_log2CPMS$sdev”2))*100), 1)
barplot(PCA perc var,
names=colnames(PCA_log2CPM$x), main="Scree plot
RNAseq Humano ALL", xlab="Principal components", ylab="Percent Variation")

dev.copy(pdf,"Scree plot-log2 CPM-CiNALL.pdf")

dev.off
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library(cluster)

color samples <- ¢("darkblue","darkred", "green","purple")

PCA var lab = c(paste("PCl - ", PCA perc var[l], "% var.", sep=""), paste("PC2 -",
PCA perc var[2], "% var.", sep=""))

plot(PCA 1log2CPMS$x[,"PCI1"],
PCA log2CPMS$x[,"PC2"],
main="PCA de RNAseq Controles y Sca (no tratados y tratados)",
xlab=PCA var lab[1],
ylab=PCA_var lab[2],
col=color_all, pch=19)
legend(30, 20,
legend = c("CN","CT","SN","ST"),
pch=19,
col=c(color_samples[1], color samples[3]),
cex=0.9)
dev.copy(pdf,"PCA-log2CPM-hum RNAALL.pdf")
dev.off()
#CN vs CT
fit <- glmFit(DGEList hum RNAseq, design)
contrasts = makeContrasts(CNvsCT=CT-CN,
levels=design)
Irt_hum <- glmLRT(fit, contrast=contrasts|[,

"CNvsCT"))

82



DEG hum <- as.data.frame(topTags(Irt_hum,
n=length(DGEList hum RNAseqS$counts[,1])))
up = (DEG_hum$logFC > 1) & (DEG_hum$FDR < le-2)
write.table(DEG_hum[up,], "DEG-CNvsCT-Up.txt", sep="\t", quote=FALSE,
row.names=FALSE)
down = (DEG_hum$logFC < -1) & (DEG_hum$FDR <le-2)
write.table(DEG_hum[down,], "DEG-CNvsCT-Down.txt", sep="\t", quote=FALSE,
row.names=FALSE)
plot(DEG_hum$logFC[!(up | down)], -loglO(DEG_hum$FDR[!(up | down)]), pch=19,
col="gray", cex=0.4, xlab="log2 Expression fold
change", ylab="-log10 FDR", main="Volcano plot
CNvsCT", xlim=c(-10,10),ylim=c(0,30))
points(DEG_hum$logFC[up], -logl0(DEG_hum$FDR[up]), pch=19, col="red",
cex=0.4)
points(DEG_hum$logFC[down], - loglO(DEG_hum$FDR[down]), pch=19, col="blue",
cex=0.4)
abline(h=5, col="black", Ity=3)
abline(v=c(-1,1), col="black", Ity=3)
dev.copy(pdf, "Volcano_ plot-CNvsCT.pdf")

dev.off ()

log2 fpkm hum RNA = rpkm(DGEList hum RNAseq,

DGEList_hum RNAseq$genes$Length, log=T)
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log2 fpkm hum RNA average = rpkmByGroup(DGEList hum RNAseq, log=T)
fpkm2tpm_log2 <- function(fpkm) { fpkm -log2(sum(2*fpkm)) + log2(1e6) }
log2 tpm hum RNA = apply(log2 fpkm hum RNA, 2,

fpkm2tpm_log?2)

log2 tpm hum RNA average = apply(log2 fpkm hum RNA average,
fpkm2tpm_log2)

write.table(log2 tpm hum RNA, "CNCT-TPM _log2.txt", sep="\t", quote=FALSE)
write.table(log2 tpm hum RNA average, "CNCT-TPM log2-average.txt", sep="\t",

quote=FALSE)
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